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分配係数 HBA 4-Hydroxy benzoic acid 
MP  Methyl paraben  
Kw 
水の角層-表皮細胞間分配
係数 EP Ethyl paraben  
PP Propyl paraben D (cm2/s) 膜中拡散係数 
BP  Butyl paraben  D/L2(s-1) 拡散パラメータ 
PeP Pentyl paraben Dw (cm2/s) 水の角層内での拡散定数 






Lsc (cm) 角層の厚み 
Lved (cm) 生きた表皮・真皮の厚み 
t (h) 時間 
LID (・HCl) Lidocaine hydrochloride P (cm/s) 透過係数 
MC (・HCl) Mepivacaine hydrochloride Ptot (cm/s) 全層皮膚透過係数 
EtOH Ethanol Psc (cm/s) 角層透過係数 
DFP Diisopropyl fluorophosphate Pved 
(cm/s) 
生きた表皮・真皮透過係数 
TCA Trichloroacetic acid Rtot (Ω) 全層透過抵抗 
PBS Phosphate buffered saline Rsc (Ω) 角層透過抵抗 
HPLC 
High performance liquid 
chromatography 












記号 TEWL 経表皮水分損失 
C (µg/mL) 濃度 Mtot (µg) 全層皮膚中化学物質量 

































































これまで、皮膚中濃度は suction blister 法 9)、punch and shave biopsies 法 10)、








EU 化粧品指令第 7 次改正によって、2009 年または 2013 年から動物実験を行った
化粧品の製造・輸入が一部禁止されるといった流れがある 14-16)。また、動物愛護法が
改正施行され、3Rs（Reduction：of animal use, Refinement：to lessen pain or distress 
and to enhance animal well-being, Replacement：of an animal test with one that uses 
non-animal systems or phylo-genetically lower species）の徹底が行われている。こうし
た状況から、動物実験代替法に関する研究が広く行われ、動物実験代替法の確立が
求められている。化学物質の皮膚透過に関しては、三次元培養ヒト皮膚モデルや人工
膜を用いた皮膚透過性評価や in silico法を用いた予測が行われている 17-27)。一方で、





の膜透過速度が定常状態時の膜中平均濃度を concentration-distance profile から予
測した。次に皮膚を用いて皮膚中平均濃度を 1 層膜モデルもしくは角層と生きた表









































1.1. 1層膜モデル皮膚中平均濃度予測 34,35) 
Figure 1a に 1 層膜を介した化学物質の膜透過速度が定常状態時の
concentration-distance profileを示す。均一な 1層膜中での化学物質の膜中拡散は、











∂                                          (1) 
ここで、C は膜の位置 x、時間 t における化学物質の膜中濃度である。式（1）に以下の
初期条件（I.C.）と境界条件（B.C.）を用いると、 
I.C. t = 0  0 < x < L  C = 0 
B.C. t > 0    x = 0    C = KCv                                       

































xKCC −= 1                                     (3) 






































C =                                         (5) 
式（5）から明らかなように、定常状態での膜中平均濃度を決定するパラメータは、化
学物質の透過速度が一定（定常状態）になるまでの速さと関係する拡散係数Dではな

























Fig. 1  Schematic diagram of concentration-distance profiles in one- and two-layered 
diffusion membrane models in membrane permeation experiments.   
 
1.2. 2層膜モデル皮膚中平均濃度予測 
2 層膜モデルにおいて、皮膚全体の透過係数 Ptotは角層の透過係数 Pscと viable 







                                       
(6) 
これら透過係数の逆数 1/Ptot、1/Psc、1/Pvedは透過抵抗 Rtot、Rsc、Rvedとなるので 
vedsctot RRR +=                                      (7) 
と表すことができる。 
Figure 1bの角層と生きた表皮・真皮界面での point aおよび bにおいて、a と bの差
と bの比がRscとRvedの比で示されることになる。すなわち point bでの化学物質濃度は
式（8）で表すことができる。 





























2/×/×××= sctotvedvscvscsc LRRCKCKM ）＋（                     (9) 
また、角層から生きた表皮・真皮への分配係数は Kscと Kvedの定義から Kved/Kscと表
すことができる。この比を使って単位面積当たりの生きた表皮・真皮中化学物質量
Mvedは式（10）で表すことができる。 
2//×××= totvedvedvvedved RRLCKM                         (10) 
式（9）と式（10）の和が単位面積あたりの皮膚中化学物質量 Mtotとなり、次のように
示すことができる。 
{ }totvedvedvedtotvedscscvtot RRLKRRLKCM /××+/1××2= ）＋（              (11) 

















= ）（          (13) 
 
1.3. 1層膜透過パラメータの解析方法 33) 
シリコーン膜は均一な 1 層膜であるが角層を粘着テープで完全に剥ぎ取った
stripped skin も均一な 1層膜と考えられるため、試験化学物質として選択したパラベン
類のシリコーン膜および stripped skin透過挙動は前述の 1層膜モデルに従うとして解
析した。その際、用いた膜透過実験においてレシーバー側のシンク条件（C ＝ 0）が








































お、最小二乗法はMicrosoft Excel Solverの Pseudo-Newtonian 法を使って行った。
また、シリコーン膜の分配係数は、カーブフィティングすることにより算出した K・L にシ








KDP =                                         (15) 
  
1.4. 2層膜透過パラメータの解析方法 32,33) 
ヘアレスラット full-thickness skin を角層と生きた表皮・真皮からなる 2層膜と仮定し
て、Fick の拡散則を用いて化学物質の皮膚透過挙動を解析した。化学物質の角層中





































I.C. t = 0    0 < x < Lsc       Csc = 0 
           Lsc < x < Lved          Cved = 0 
B.C. t > 0      x = 0          Csc = KscCv                                          







sc =  
 x = Lved           Cved = 0 
Cscおよび Cvedは、I.C.および B.C.から Fick の拡散第 2 法則に従って変化すると仮
定すると、差分法を用いて計算できる。化学物質の full-thickness skin 透過速度 Flux





















      





















21 +− +−=                (23) 
ここで、Ci,j は皮膚における i 番目の位置の j 番目の時間の濃度を表す。なお、∆xは




jiscscjiscscjiscscjisc CrDCrDCrDC ,,,,,,,, 111 21 +−+ +−+= )(              (24) 
jivedvedjivedvedjivedvedjived CrDCrDCrDC ,,,,,,,, 111 21 +−+ +−+= )(       (25) 





,,,, −−= +1                              (26) 
tFluxQQ jjj ∆+= −1                                 (27) 
ここで、nは皮膚の区分数を示す。 
Fluxj を以上の方法に従って表計算ソフトMicrosoft® Excelを用いて計算した。なお、
今回は n ＝ 10 とした。透過係数 Ptotと Pved、Kscと Kvedは累積透過量 Qj の実測値を
非線形最小二乗法を用いてカーブフィッティングすることにより算出した。その際、はじ
めに stripped skin透過挙動からPvedおよびKvedを求め、Pved、Kvedおよび full-thickness 
skin 透過挙動から Ptotおよび Kscを求めた。なお、最小二乗法計算は Microsoft 



































シリコーン膜（Dow Corning® 7-41-7 Silicone Elastomer Membrane）は長瀬産業株










雄性ヘアレスラット（WBM/ILA-Ht, 体重 230-280 g）は、城西大学生命科学研究セ
ンター（埼玉、日本）または石川実験動物研究所（埼玉、日本）から購入した。ヘアレス






シリコーン膜 ：シリコーン膜を切り取り、縦型拡散セル（セル容量 6.0 mL、有効透過
面積 1.77 cm2）のレシーバー側セルに Silicone sealant（東洋紡、大阪、日本）で固定し、
セットした。レシーバー側セルに pH7.4 の等張リン酸塩緩衝液（PBS）を 15 分適用し、
その後ドナー側セルにパラベン類を溶解させた（MP: 10 mM、EP: 5 mM、PP: 1 mM、
Table 1  Physicochemical properties of parabens 
 MP EP PP BP 
M.W. 152.2 166.1 180.2 194.2 
logKo/w a) 1.93 2.27 2.81 3.53 
Solubility parameter value 
((J/cm3)1/2) 
27.2 26.2 25.4 24.7 
a) n-Octanol/water partition coefficient of parabens at 37°C. 
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ヘアレスラット皮膚 ：Full-thickness skin は、ペントバルビタール麻酔下（50 mg/kg, 
i.p.）で、水を湿らせたキムワイプでヘアレスラットの腹部皮膚を清拭してから摘出した。
なお、stripped skin 透過試験に用いた皮膚は、清拭した腹部皮膚を粘着テープ（セロ
テープ 、ニチバン株式会社、東京、日本）を用いて、20 回 tape-stripping 処理 38-40)を
施し、皮膚を摘出した。Full-thickness、stripped skin 共に、摘出皮膚の真皮側の脂肪
を取り除き、直ちに 32°C の水を循環させた縦型拡散セルに挟んだ。真皮側に DFP
（2.7 μmol/mL）を溶解した PBS を 30 分適用し、その後に DFP を取り除いてパラベン
類の皮膚透過実験を行った 32,41,42)。すなわち、角層側にはシリコーン膜透過実験と同
様に、パラベン類を溶解させた PBS 0.5 mLを、真皮側に DFP（0.54 μmol/mL）を溶解
した PBS を適用し、パラベン類の透過実験を行った。実験中、真皮側溶液はマグネッ












を行った。2 回目の抽出液を 1 回目の抽出液と混和し、さらに、その抽出液を蒸発・乾
固させた後、アセトニトリルで再溶解させ、HPLC を用いて種々パラベン量を測定した
（2.6.）。抽出量を適用量で除すことによりパラベン類のシリコーン膜からの抽出率を算
出した。MP の抽出率は 69.1% ± 0.5、EP の抽出率は 75.4% ± 0.2、PP の抽出率は
77.5% ± 0.3、BPの抽出率は 76.9% ± 1.1であった。 
 
ヘアレスラット皮膚 ：DFP 処理後の皮膚を有効透過面積（1.77 cm2）に切り取った。
切り取った皮膚をハサミで細断し、PBS に溶解した既知濃度のパラベン類溶液を 1.0 
mL 加え、電動ホモジナイザー（12000 rpm, 5 min, 4°C）（Polytron PT-MR 3000, 
Kinematica, Switzerland）を用いてホモジナイズした。その後、32°C の条件下で、1 時
間インキュベートした。 次に、PBSに溶解させた 16%トリクロロ酢酸溶液を 1.0 mL加え
15分間攪拌し、遠心分離（15000 rpm, 5 min, 4°C）後、上清を HPLCを用いて測定し
た（2.6.）。その後、PBS 抽出液を別の容器に移し、ホモジナイズした皮膚にクロロホル




















用側皮膚表面を PBS 1.0 mLで 2回洗浄した。その後、皮膚を拡散セルから取り外し
有効透過面積（1.77 cm2）で切り取り、冷凍保存した。冷凍保存した皮膚をハサミで細
断し、PBSを 1.0 mL加え、電動ホモジナイザー（12000 rpm, 5 min, 4°C）を用いてホモ
ジナイズした。次に、PBSに溶解させた 16%トリクロロ酢酸溶液を 1.0 mL加え 15分間







EP、MP、BP、PP をそれぞれ MP、EP、PP、BP の内部標準物質とし、採取した試料
溶液を内部標準物質を溶解したアセトニトリルと1 : 1の容積比で混和した。その後、遠
心分離（15000 rpm、5 min、4°C）によりタンパク除去後、得られた上清中のパラベン類




津製作所）、column oven（CTO-6A; 島津製作所）、UV detector（SPD-6A; 島津製作
所）、chromatopac（C-R6A; 島津製作所）を用いた。定量条件として、カラムは
LiChroCART250-4（KGaA; 64271; Merck, Darmstadt, Germany）を、カラム温度は
40°Cとした。移動相はMPおよびEPの場合、0.1% phosphoric acid : acetonitrile = 75 : 
25、PPおよび BPの場合、0.1% phosphoric acid : acetonitrile = 55 : 45を用い、流速


































Figure 2にパラベン類の累積シリコーン膜透過量を示す。Figure 2aには raw dataを
Fig. 2b には、それぞれの適用濃度で除すことにより膜透過量を補正し
た 43,44)normalized dataを示す。Figure 2aよりシリコーン膜を介したパラベン類の皮膚中
拡散は速く、わずか 4 分で十分に膜透過が定常状態になることを確認することができ





タが最も大きく、続いて EP、PP、BP の順であった。また、式（29）に示したように、2 成
19 
 










透過性は、シリコーン膜との溶解度パラメータの差の 2 乗が最も小さい BP が最も高か
ったと考えられた。 
Figure 3 に、パラベン類の透過実験後のシリコーン膜中濃度の実測値（a）と適用濃













Fig. 2  Time course of the cumulative amount of parabens that permeated through the 
silicone membrane.  (a) Raw data, (b) normalized data.  Symbols: ●: MP, ◊: EP, ▲: 
PP, □: BP.  Data are shown as the mean ± S.E. (n = 4-8). 
20 
 























































Fig. 3  Raw data (a) and normalized date [(silicone membrane concentration)/(donor 
concentration)] (b) for steady-state concentration of parabens in the silicone membrane.  
Data are shown as the mean ± S.E. (n = 4-8). 
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Fig. 4  Relationship between theoretical and observed steady-state silicone membrane 
concentration o parabens.  One-layered diffusion membrane model was used to obtain 
theoretical steady-state concentration of parabens.  Symbols: ●: MP, ◊: EP, ▲: PP, □: 
BP.  Continuous line is the regression line for silicone membrane concentration of 
parabens.  Dashed line is 1 : 1 correlation between the observed value and theoretical 
value.  Data are shown as the mean ± S.E. (n = 4-8).   
 
 
Table 2  Silicone membrane permeation parameters of parabens 
 P (cm/s) K D (cm2/s) 
MP 1.5×10-5 0.26 4.1×10-7 
EP 3.5×10-5 0.91 2.6×10-7 
PP 8.8×10-5 3.3 1.8×10-7 








































Figure 5にパラベン類の in vitro累積皮膚透過量を示す。Figure 5aには raw data を
Fig. 5b にはそれぞれの適用濃度で除すことにより補正した normalized data を示す。
Figure 5aより、皮膚透過速度の場合もバラツキ少なく測定できることが明らかとなった。












Figure 6 に in vitro 皮膚透過実験後のパラベン類の皮膚中濃度の実測値（a）raw 
dataと適用濃度で補正した皮膚中濃度（b）normalized dataを示す。Figure 6aより、シリ
コーン膜同様、バラツキが少なく皮膚中濃度を測定することができると考えられた。ま














Fig. 5  Time course of the cumulative amount of parabens that permeated through the 
hairless rat full-thickness skin.  (a) Raw data, (b) normalized data.  Symbols: ●: MP, 
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Fig. 6  Raw data (a) and normalized data [(skin concentration)/(donor concentration)] 
for steady-state concentration of parabens in the hairless rat skin.  Data are shown as 



























































Fig. 7  Relationship between theoretical and observed steady-state hairless rat skin 
concentration of parabens.  One-layered diffusion membrane model was used to obtain 
theoretical steady-state concentration of parabens.  Symbols: ●: MP, ◊: EP, ▲: PP, □: 
BP.   Continuous line is the regression line for skin concentration of parabens.  
Dashed line is 1 : 1 correlation between the observed value and theoretical value.  Data 
are shown as the mean ± S.E. (n = 5-11).   
 
Table 3  Skin permeation parameters of parabens supposing the one-layer membrane model 
 P (cm/s) K D (cm2/s) 
MP 2.0×10-6 21 1.4×10-10 
EP 3.2×10-6 46 1.0×10-10 
PP 3.8×10-6 83 6.7×10-11 











































Fig. 8  Relationship between K to silicone membrane and K to rat skin (one-layered 
diffusion model).  Symbols: ●: MP, ◊: EP, ▲: PP, □: BP.  (n = 4-8 in silicone 








































2層膜モデルとして解析するために、まず、パラベン類の in vitro stripped skin透過
実験を行った。その結果を Fig. 9に示す。Figure 9aには raw data を、Fig. 9bにはそ












Fig. 9  Time course of the cumulative amount of parabens that permeated through the 
hairless rat stripped skin.  (a) Raw data, (b) normalized data.  Symbols: ●: MP, ◊: EP, 














































類の皮膚中濃度と実測値の関係を示す。Table 4 に皮膚透過挙動を 2 層膜解析して
算出した皮膚透過パラメータを示す。皮膚中濃度の計算値と実測値との間には、ほぼ















Fig. 10  Relationship between theoretical and observed Css in hairless rat skin.  
Two-layered diffusion membrane model was used to obtain theoretical steady-state skin 
concentration of parabens.  Symbols: ●: MP, ◊: EP, ▲: PP, □: BP.  Continuous line is 
the regression line for skin concentration of parabens.  Dashed line is 1 : 1 correlation 
between the observed value and theoretical value.  Data are shown as the mean ± S.E. 

















































Table 4  Skin permeation parameters of parabens supposing the two-layer membrane model 
 Ptot (cm/s) Pved (cm/s) Ksc Kved Dsc (cm2/s) Dved (cm2/s) 
MP 2.5×10-6 1.9×10-5 4.6 3.0 9.4×10-10 3.7×10-7 
EP 5.7×10-6 2.0×10-5 9.2 5.2 9.4×10-10 2.2×10-7 
PP 8.6×10-7 6.3×10-6 48.6 2.6 5.7×10-10 1.8×10-7 












Fig. 11  Relationship between theoretical Css in silicone membrane/donor concentration 
and observed Css in rat skin/donor concentration.  Symbols: ●: MP, ◊: EP, ▲: PP, □:  





























































































 第1節 2層膜モデルを用いた皮膚各深度における濃度予測の理論 48) 
 











vscsssc )( −−= 1,
             
                 (30) 
ただし、0 ≤ x ≤ Lscである。 










PCKC −+=,                                  (31) 















 第2節 実験方法 
 
2.1. 試薬 














ロテープ 、ニチバン株式会社、東京、日本）を用いて、20 回 tape-stripping 処理して
stripped skin を得た。両皮膚は真皮側の脂肪を取り除いた後、直ちに 32°C の水を循
環させた縦型拡散セル（セルの拡散透過面積：1.77 cm2）に挟んだ。ドナー側に pH7.4 
PBSを 1.0 mL、レシーバー側に pH7.4 PBSを 6.0 mL適用し、1時間水和させた。水




グネットスターラーで攪拌した。なお、LID 溶液は pH7.4（分子形分率 28.5%）とした。
経時的にレシーバー側から溶液を 500 µL採取し、同量の PBS を戻した。得られたサ






角層中の LID濃度の測定は N'Dri-Stempfer らの方法に準じて行った 13)。pH7.4の
ドナー溶液を適用した透過実験終了後、ドナー溶液を取り除き、PBS を用いて角層表
面を洗浄した。なお、皮膚透過実験は、定常状態時に終了した。セロハンテープを用
いて角層を剥離し、セロハンテープを PBS 1.0 mL に 1 時間浸すことにより角層中の
LIDを抽出した。抽出液中 LIDは HPLCを用いて測定した（2.5.）。1回の操作で剥離
される単位面積当たりの角層量（角層数）は変動するため、経表皮水分損失
















=                                   (33) 
36 
 
角層の密度を 1.0 g/cm3と仮定し 49)、剥離面積を考慮すると、剥離された角層の累
積質量を xに変換することができる。したがって、TEWLの逆数に対して xをプロットす
ると直線が得られ、x = 0の時を角層厚 Lscとした。 
 
2.4.2. 生きた表皮・真皮各深度における濃度 














したサンプルは、内部標準物質HBAを溶解した acetonitrileと 1 : 1の容積比で混和し、
遠心分離（15000 rpm、5 min、4°C）によりタンパク除去後、上清中のLID濃度をHPLC
を用いて測定した。HPLC システムは system controller（CBM-20A; 島津製作所、京
都、日本）、pump（LC-20AD; 島津製作所）、auto-sampler（SIL-20AC; 島津製作所）、
column oven（CTO-20A; 島津製作所）、UV detector（SPD-M20A; 島津製作所）、
37 
 
analysis software（LC solution; 島津製作所）を用いた。カラムは Inertsil ODS-3 4.6 
mm×150 mm（GL Sciences Inc.; 東京、日本）を、カラム温度は 40°C とした。移動相は
5 mM sodium 1-heptanesulfonate を含有した 0.1% phosphoric acid : acetonitrile = 7 : 





MCを溶解したアセトニトリルと1 : 1の容積比で混和し、遠心分離（15000 rpm、5 min、
4°C）によりタンパク除去後、上清中のLID濃度をLC/MS/MSに注入した。LC/MS/MS
システムはsystem controller（CBM-20A; 島津製作所）、pump（LC-20AD; 島津製作
所）、auto-sampler（SIL-20ACHT; 島津製作所）、column oven（CTO-20A; 島津製作
所 ） 、 detector （ 4000QTRAP; AB Sciex 、 東 京 、 日 本 ） 、 analysis software
（Analyst version1.4.2; 島津製作所）からなる。カラムはShodex ODP2 HP-2B 2.0 
mm×50 mm （昭和電工、東京、日本）を、カラム温度は40°Cとした。移動相は、10 mM 
ammonium acetate in water : acetonitrile = 7 : 3を用い、流速0.2 mL/minとした。また、










 第3節 結果・考察 
 
Figure 12にブタ外耳皮膚の full-thickness skinおよび stripped skinを介した LIDの
累積皮膚透過量を示し、Table 5に Fig. 12で示した LID透過挙動を Fickの拡散則に
従う差分式で解析して得られた皮膚透過パラメータを示す。基剤から角層への分配係
数Kscと基剤から生きた表皮への分配係数Kvedの値はほぼ等しかった。この原因として、












Fig. 12  Time courses of changes in the cumulative amounts of LID that permeated 
through the full-thickness skin and stripped skin.  Symbols: ●: full-thickness skin, ○: 
































Figure 13 に角層各深度における LID 濃度の実測値と計算値の関係を示す。テー
プストリッピングにより得た累積角層質量から単純に密度を 1 として求めた Lscは 12.5 
µm ± 0.6であり、TEWLの逆数に対して xをプロットして得た Lscは 12.7 µm ± 0.8であ
り、どちらの方法でも角層厚は一致し、この値は、ブタ外耳外側皮膚の垂直切片から
得られた角層厚（13.7 µm ± 1.0）とほぼ一致した。したがって、TEWLを用いる方法の
妥当性が示された。セロハンテープを用いた角層の剥離においては、1 回の操作で剥
離される単位面積当たりの角層量（角層数）が変動するため、Fig. 13a-cには角層各深











Table 5  Skin permeation parameters of LID 
 Ptot (cm/s) Psc (cm/s) Pved (cm/s) Ksc Kved 
pH7.4 LID 
solution 














Fig. 13  Comparison of calculation value and observed value concentration-distance 
profiles of LID at steady-state in stratum corneum.  a-c) Raw data for each stratum 
corneum.  d) Normalized data for the all stratum corneum.  Symbols •, ■ and ▲ 
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Fig. 14  Comparison of calculation value and observed value concentration-distance 
profile of LID at steady-state in viable epidermis and dermis.  a-e) Raw data for each 
viable epidermis and dermis.  f) Normalized data for the all viable epidermis and 
dermis.  Symbols ○, □, Δ, ◊ and × show each set of data.  Dashed line represents 
calculated using permeation parameters. 
 
Figure 15に Fig. 13および 14のデータを合わせたグラフを示す。角層中濃度の濃
度勾配（傾き）は生きた表皮・真皮中濃度の濃度勾配より大きく、Fig. 1で示した皮膚を
2層膜と仮定した時の concentration-distance profile と同様のグラフが得られた。また、
実測した角層中の透過抵抗 Rsc（Fig. 1b: point a および b の差）を実測した生きた表
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Fig. 15  Comparison of calculation value and observed value concentration-distance 
profile at steady-state in full-thickness skin.  Symbols: as in Fig. 13 and 14.  





器官で行われる 50)。したがって、メラニン生成を阻害するアルブチン 51)やコウジ酸 52)
の有効性評価は、生きた表皮中濃度を測定する必要がある。また、抗しわ効果を示す






























































 第 4節 小括 
 












































物質に単純に適用できるかは疑わしい。例えば、第 1 章の予備検討で full-thickness 
46 
 


























 第1節 皮膚透過の方向依存性における理論 
 
Figure 16a, bに full-thickness skin と stripped skinを介した定常状態時の化学物質









































Fig. 16  Concentration-distance profiles showing permeation of a compound through 
full-thickness skin (a) and stripped skin (b), and full-thickness skin permeation of a 
lipophilic or hydrophilic compound in epidermis-to-dermis (c, e) and 
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率とは異なるが、角層厚を 1、生きた表皮・真皮厚を 9 とすると、表皮→真皮方向の透
過時の皮膚中濃度は 0.33 となり、真皮→表皮方向の透過時の皮膚中濃度は 0.97 と








































Table 6  Physicochemical properties of model compounds 
 MP EP PP BP PeP FD-4 ISMN 




1.93 2.27 2.81 3.53 4.10 -0.773 -0.151 
























化学物質を溶解させたPBSまたは3% EtOH 0.5 mLもしくは1.0 mLを、レシーバー側に
DFPを溶解したPBS（0.54 µmol/mL）を6.0 mL適用し、透過実験を行った。各化学物質
の適用濃度はMP: 1520 µg/mL、EP: 500 µg/mL、PP: 200 µg/mL、BP: 100 µg/mL、
53 
 

















れた上清中のパラベン類濃度を HPLC を用いて測定した。HPLC システムは system 
controller（CBM-20A; 島津製作所、京都、日本）、pump（LC-20AD; 島津製作所）、
auto-injector（SIL-20AC; 島津製作所）、column oven（CTO-20A; 島津製作所）、UV 
detector（SPD-M20A; 島津製作所）、analysis software（LC solution; 島津製作所）を
用いた。カラムは LiChroCART 250-4（KGaA; 64271; Merck, Darmstadt, Germany）
を、カラム温度は 40°Cとした。移動相はMPおよび EPの場合、0.1% phosphoric acid : 
acetonitrile = 65 : 35、PPおよび BPの場合、0.1% phosphoric acid : acetonitrile = 55 : 
54 
 
45、PeP の場合、0.1% phosphoric acid : acetonitrile = 45 : 55 を用い、流速は 1.0 
mL/min とした。また、injection volumeは 20 µLにし、検出波長 UV 260 nmでピーク
面積比を測定した。 
ISMNは、acetonitrile と 1 : 1の容積比で混和し、遠心分離（15000 rpm、5 min、4°C）
によりタンパク除去後、上清を HPLCによって測定した。なお、ISMNは絶対検量線法
によって定量した。カラムは Inertsil ODS-34.6 mm×150 mm（GL Sciences Inc.、東京、
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b) EP: 500 µg/mL




















c) PP: 200 µg/mL








d) BP: 100 µg/mL



















































Fig. 17  Time course of changes in the cumulative amount of parabens that permeated 
through hairless rat skin.  Symbols: through full-thickness skin from PBS (•), through 














































Fig. 18  Time course of changes in the cumulative amounts of MP (a) and PeP (b) that 
permeated through hairless rat skin.  Symbols: through full-thickness skin from PBS 
(●), through stripped skin from PBS (○), through full-thickness skin from 3% EtOH 
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b) PeP: 50 µg/mL, Effect of 3% EtOHa) MP: 1520 µg/mL, Effect of 3% EtOH 





































Figure 19に PBS または 3% EtOH溶液を用いた PeP累積皮膚透過量の経時変化を
示す。ドナー溶液、レシーバー溶液ともに PBSを用いた場合、full-thickness skinを介
する PePの表皮→真皮透過速度は full-thickness skinを介する真皮→表皮透過速度、
stripped skin を介する表皮→真皮透過速度、stripped skin を介する真皮→表皮透過





























Fig. 19  Time course of changes in the cumulative amount of PeP that permeated 
through hairless rat skin from PBS (a) and 3% EtOH (b).  Symbols: full-thickness skin 
permeation in the epidermis-to-dermis direction from PBS (●), stripped skin permeation 
in the epidermis-to-dermis direction from PBS (○), full-thickness skin permeation in the 
dermis-to-epidermis direction from PBS (■), stripped skin permeation in the 
dermis-to-epidermis direction from PBS (□), full-thickness skin permeation in the 
epidermis-to-dermis direction from 3% EtOH (▲), stripped skin permeation in the 
epidermis-to-dermis direction from 3% EtOH (Δ), full-thickness skin permeation in the 
dermis-to-epidermis direction from 3% EtOH (♦), stripped skin permeation in the 
dermis-to-epidermis direction from 3% EtOH (◊).  Data are shown as the mean± S.E. 





























a) PeP: 50 µg/mL,
Effect of permeation direction in PBS
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b) PeP: 50 µg/mL,  
Effect of permeation direction in 3% EtOH
























































Fig. 20  Time course of changes in the cumulative amount of MP that permeated 
through hairless rat skin from PBS (a) and 3% EtOH (b).  Symbols: full-thickness skin 
permeation in the epidermis-to-dermis direction from PBS (●), stripped skin permeation 
in the epidermis-to-dermis direction from PBS (○), full-thickness skin permeation in the 
dermis-to-epidermis direction from PBS (■), stripped skin permeation in the 
dermis-to-epidermis direction from PBS (□), full-thickness skin permeation in the 
epidermis-to-dermis direction from 3% EtOH (▲), stripped skin permeation in the 
epidermis-to-dermis direction from 3% EtOH (Δ), full-thickness skin permeation in the 
dermis-to-epidermis direction from 3% EtOH (♦), stripped skin permeation in the 
dermis-to-epidermis direction from 3% EtOH (◊).  Data are shown as the mean± S.E. 







































a) MP: 1520 µg/mL,  
Effect of permeation direction in PBS
b) MP: 1520 µg/mL,  
Effect of permeation direction in 3% EtOH























Fig. 21  Time course of changes in the normalized cumulative amount of MP that 
permeated through hairless rat skin.  Symbols: full-thickness skin permeation in the 
epidermis-to-dermis direction from PBS (●), full-thickness skin permeation in the 























































Fig. 22  Time course of changes in the cumulative amounts of ISMN permeated 
through full-thickness (a, b) skin and stripped skin (c, d).  (a) and (c) are raw data 
(µg/cm2), and (b) and (d) are normalized data (%/cm2).  Symbols: full-thickness skin 
permeation in the epidermis-to-dermis direction from PBS (●), full-thickness skin 
permeation in the dermis-to-epidermis direction from PBS (■), stripped skin permeation 
in the epidermis-to-dermis direction from PBS (○), stripped skin permeation in the 































d) ISMN: 100 mg/mL,  Stripped skin
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a) ISMN: 100 mg/mL, Full-thickness skin
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Effect of permeation direction (Normalized data)
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Fig. 23  Time course of changes in the cumulative amounts of FD-4 permeated through 
full-thickness (a, b) skin and stripped skin (c, d).  (a) and (c) are raw data (µg/cm2), 
and (b) and (d) are normalized data (%/cm2).  Symbols: full-thickness skin permeation 
in the epidermis-to-dermis direction from PBS (●), full-thickness skin permeation in the 
dermis-to-epidermis direction from PBS (■), stripped skin permeation in the 
epidermis-to-dermis direction from PBS (○), stripped skin permeation in the 
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c) FD-4: 1 mg/mL, Stripped skin
Effect of permeation direction (Raw data)
d) FD-4: 1 mg/mL, Stripped skin
































































Fig. 24  Skin section image after the permeation experiment in epidermis-to-dermis (a) 















b) FD-4,  Permeation of dermis→epidermis
a) FD-4,  Permeation of epidermis→dermis 
50 µm
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Fig. 25  Time course of changes in the cumulative amount of ISMN that permeated 
through human scalp skin from raw data (a) and normalized data (b).  Symbols: 
full-thickness skin permeation in the epidermis-to-dermis direction from PBS (●), 









































b) ISMN: 100 mg/mL, Normalized data






















































Fig. 26  Conical pore model of permeation pathway of hydrophilic compounds (a) and 




























と考えられた。すなわち、PeP と MP で観察された特異な皮膚透過速度は実験手技上
の問題であると考えられた。ただし、MP のドナー溶液の急激な減少が皮膚中成分へ
の吸着であったならば、第 1 章、第 2 章の方法では吸着を考慮していないので、皮膚
中濃度を過小評価することになると考えられた。 
一方、ISMNや FD-4 では、経角層ルートよりは、経付属器官ルートの寄与を考慮し




























た。第 1 章では、均一な 1 層膜であるシリコーン膜を用いて、化学物質の膜透過速度
が定常状態時の膜中平均濃度を concentration-distance profileから予測した。次に皮
膚を用いて皮膚中平均濃度を 1 層膜もしくは角層と生きた表皮・真皮の 2 層膜と仮定
した時の concentration-distance profileから予測した。さらに、シリコーン膜中濃度から
皮膚中濃度が予測可能であるか検討した。第 2章では、皮膚中各深度（目的部位）濃
度を concentration-distance profileから予測可能であるか検討した。第 1章、第 2章で
は、比較的皮膚を通りやすいと考えられる物理化学的性質を持つ化学物質を選択し





































3. 単純な Fick の拡散則では説明がつかない化学物質の皮膚透過パラメータと皮膚
中濃度の予測 
親油性の高いPePの場合、PBS溶液からの full-thickness skin透過速度より stripped 
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